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Flg．4　Effects　of　aconitine，OBA　and　PBA　oll　the　nocice－
　ptive　threshold　of　llaive　nlice．
　The　nlouse　was　givell　a　subcutal／eous　il／jection　of
　acollith／e（A），OBA（B），PBA（C），at　doses　of　O．1（口），
　0．15　（△），0．3　　（▽），1．0　　（●），3．0　　（■），10　（▲）　and30
　11／9／k9　（▼），or　vehicle　（○）．Values　are　the　lnealls　alld　S．
　E．M．of5－6allimals．＊ヵ＜0．05as　compared　with　vehicle．
Fig．5　Effects　of　acollitille，OBA　and　PBA　on　the　nocice－
　ptive　threshold　of　mice　with　nociceptive　hypersensitivity
　induced　by　repeated　cold　stress（RCS）．
The mouse　was　exposed　to　RCS（illdicated　by　hatched
　bars；see　text　for　details）and　thell　given　a　subcutaneous
　il／jection　of　acollitine（A），OBA（B），PBA（C），at　doses　of
O．1（□），0．15（△），0．3（▽〉，1．0（●），3．0（・），10（▲）
　and30111g／kg　（▼），or　vehicle　（o）．Values　are　the11／ealls
　alld　S．E．M．of5－6allimals．＊ヵ＜0．05as　compared　with
　ve icle．
22 Bacterial　conversion　of　aconithle
mice　with　nociceptive　hypersensitivity，aconitine（0．10
and　O．15mg／kg）produced　a　sigllifical／t　increase　in
nociceptive　threshold（Fig．5A）．The　effect　of　a　dose
of　O．10n19／kg　Peaked　at30nlill　alld　the　nociceptive
threshold　was　illcreased　by24．8±5．2g（％＝6）．OBA
illcreased　the　nociceptive　threshold　at　a　toxic　dose　of
3．O　mg／kg，but　lo～ver　doses　of　O．3and　LO　mg／kg　were
without　effects（Fig．5B）．PBA　at　a　dose　of30mg／kg
produced　a　sigllificallt　increase　il／　the　nociceptive
threshold　without　other　behavioral　effects（Fig．5C）．
At　lower　doses　of　l．O　and10mg／kg，PBA　was　without
effects　ol／nociceptive　threshold　alld　gross　behaviors．
Discussion
　　　It　was　llot　surprising　that　acolline　and　ben－
zoylaconhle　were　intestillal　bacterial　metabolites　of
acollitille　as　a　result　of　bacterial　hydrolysis，as　shown
il／the　present　experiment．However，the　findillg　that
collversion　of　acollitine　to　LA　was　effectively　proceed－
ed　by　intestinal　bacteria　provided　conclusive　ev1dence
that　allaerobic　bacteria　of　the　hunlan　intestine　play　an
important　role　il／　reducillg　the　toxicity　of　aconitine
which　owes　much　of　its　toxicity　to　the　acetyl　group　at
C－8．This　col／clusion　relied　on　the　finding　that　fatty
acid　composition　in　LA　produced　byβ．〃α8’il乞8was
si11／ilar　to　that　of　the　cellular　fatty　acids　of　the　strain
used　and　differellt　from　that　contail／ed　in　LA　isolated
　　　　　　　　　　　　　　　　　　し　　　　　　　　　　　ごうのfrom　processed　acomte　tubers．　The　observation
that　the　allteiso－Cl5：0fatty　acid　was　found　as　a　major
residue　ill　LA　produced　byβ．．〃’曙i／is　was　in　accor－
dallce　with　the　fact　that　anteiso－Cl5：0is　the　nlajor
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　もウドタcellular　fatty　acid　in　genusβα6！670ガ46s．Similar　cor－
relations　were　also　obtained　whenκ．ヵn6雄ηon宛6
（major　acid　residue　in　LA　was　Cl6：0）and　C．ゐz6な7－
iα67n（major　acid　in　LA　was　C18：1）were　used（data
not　showll）．This　valuable　information　was　obtained
by　the　use　of　Frit－FAB　LC／MS，although　separatiol／
of　LA　with　the　same　carbon　number　of　fatty　acids
（110rmal　or　branched）was　not　satisfactory．Within
the　first24hrs，the　time　for　maximal　growth　of　most
bacterial　straills，viable　bacteria　showed　high　ability
to　convert　aconitine　to　LA，and　then　the　rate　of　LA
formation　was　almost　equivalent　in　the　presence　or
absence　of　bacteria．This　observation　led　us　to　illvesti－
gate　the　effect　of　pH　on　the　yield　of　LA．In　the
absence　of　bacteria，LA　formation　significantly
proceeded　 t　neutral　pH，when　acollitine　was　incubat－
d　wi h　palmitic　acid　in　O．2M　phosphate　buffer（data
not　shown）．In　 he　presence　of　bacteria，the　pH　of　the
medium　tumed　acidic（pH6．8）after　prolonged　incu－
b ion　（48hrs）pr bably　due　to　the　release　of　volatile
fatty　acids　（1ike　acetic，propionic　alld　lactic　acids），
and　this　acidity　nlay　negatively　affect　the　conversion
rate　of aconitine　to　LA．On　the　other　hand，under　the
slightly　alkaline　condition　of　the　becterial　cytoplasln
　　　　　　　ユぐの（pH7．5）， aconitine　takell　up　by　the　cell　membrane
was possibly　transe terified　by　the　cellular　fatty　acids．
When　tripalmitiII　was　added　to　a　suspension　ofviable
bacteria，the　amount　of　LA　formed　was　significantly
lowered　to　reach　that　formed　after　incubation　of
aconitine　with　a　suspellsion　of　heat－kille（i　bacteria．
This　was　hl　accordance　with　the　fact　that　lipophilic
substances　telld　to　destroy　the　energized　state　of　the
bacter al　membralle　and　thus　prevent　the　uptake　and
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　のrel ase　of　compounds．　However，when　lipase　was
added　to　the　incubation　lnixture　containing　tripa1－
mitin，the　amount　of　LA　produced　was　significal／tly
illcreased　after24hrs（data　not　shown）．This　finding
emphasized　the　role　of　intestinal　bacteria　and　its
e zylnes　（1ipase　alld　esterase）　ill　the　liberation　of
fatty　ac ds　and　the　conversion　of　acol／itine　to　LA．
　　Aconitine　at　a　dose　as　small　as　O．10mg／kg　inhib－
it nociceptiv 　response　of　healthy　mice，without
effect　on　gross　behaviors．However，abnornlal　behav－
iors　were　also　elicited　by　a　little　higher　dose　of　O．15
mg／kg．Thus　this　alkaloid　has　strong　antinociceptive
and　toxic potencies．OBA　was　less　potent　in
antinociceptive　action　and　toxicity　than　aconitine，and
both　a tillociceptive　and　toxic　effects　becalne　apPar－
ent　at　the　same　dose（3．O　mg／kg）．PBA　was　much　less
pot nt　ill　 ntinociceptive　action　alld　toxicity　than
aconitine；it　did　not　alter　the　nociceptive　threshold　alld
gross　behaviors　of　healthy　ani111als　at　all　doses　tested
（L30mg／kg）．These　results　suggest　that　even　if
acollitine　is　substantiaHy　converted　to　OBA　and　PBA
by human　intestinal　bacte1’ia，OBA　and　PBA　do　not
play　an　import nt　role　in　the　antinociceptive　action　of
aconite　root　and　the　alkaloid　aconitine．
　　　Kei－kyo－so－so－oh－shin－bu－to（桂姜渠草黄辛附湯），
a　KaITしpo　prescriptioll　containing　aconite　tubers，at
per－oral　dose　of30－300mg／kg　produced　dose－depen．
ヂ
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dent　antinociceptive　effects　in　mice　and　rats　with
nociceptive　hypersensitivity　induced　by　repeated　cold
stress，while　it　was　without　effect　in　healthy　ani－
　　6，7）mals．　In　the　present　experiments，PBA　produced
antinociceptive　effect　in　mice　with　nociceptive　hyper－
sensitivity，without　effects　in　healthy　animals．How－
ever，as　the　antinociceptive　dose　（30mg／kg）was
relatively　high，PBA　may　not　be　primarily　involved　in
the　antinociceptive　action　of　this　Kampo　prescription．
Aconitine　and　OBA　inhibited　nociceptive　responses　in
healthy　mice　and　mice　with　nociceptive　hypersen－
sitivity　at　relatively　low　doses．However，their　effects
were　less　in　nociceptive　hypersensitive　mice　than　in
healthy　ones．Although　lipoaconitine（the　intestinal
bacterial　metabolites　of　aconitine）may　not　play
an　important　role　in　the　antinociception　of　aconite
tuber，it　seems　of　particular　interest　to　investigate
other　pharmacological　effects　of　the　less　toxic
lipoaconitine．
和文抄録
　　Aconitineはヒト腸内細菌とインキュベーションす
ることにより，1ipoaconitine（LA）に変換された。Frit－
FAB　LC／MSやGC／MSによる分析結果から，このLA
の脂肪酸組成は用いた菌種の脂肪酸組成と類似している
ことが明らかとなった。すなわち，Bα6！670i46S〃㎎i傭か
ら生成するLAの主な脂肪酸はanteiso－Cl5：0，n－Cl5：0，
n－Cl6：0であり，κ16わsi611αρn6雄nonJα6や糞便の細菌
叢によって生成するものは11－C16：0であった。また，
Clos！7i4劾n¢　伽砂7i6卿nからのLAはCl8：1，Cl8：0，
Cl6：1，Cl6：0であった。LAはまた，リン酸緩衝液中で
aconitineと加i熱処理した細菌や細胞破砕後の沈殿物と
のインキュベーションによっても生成した。
　Aconitineは0．lmg／kgの用量で侵害受容高感受性
マウスにおける侵害受容閾値を増大させたが，8－0－
oleoylbenzoylaconine（OBA）は3．Omg／kgの高用量で
活性を示し，毒性も見られた。8－0－Palmitoylbell一
zoylaconine（PBA）は30mg／kgで活性を示した。これ
らの知見からORA，PBAは附子やそのアルカロイド
（aconitine）の抗侵害受容作用に重要な役割を演じては
いないことが示唆された。
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